REGULATION OF CHEMORECEPTOR GENE EXPRESSION IN ESCHERICHIA COLI BY THE TRANSCRIPTION FACTOR PDHR INVOLVED IN PYRUVATE METABOLISM by 川﨑 友芽乃
大腸菌ピルビン酸代謝に関わる転写因子PdhRによる
走化性受容体遺伝子発現調節
著者 川? 友芽乃
出版者 法政大学大学院理工学研究科
雑誌名 法政大学大学院紀要. 理工学・工学研究科編
巻 60
ページ 1-2
発行年 2019-03-31
URL http://doi.org/10.15002/00022102
法政大学大学院紀要 理工学・工学研究科編 Vol.60(2019 年 3 月) 法政大学 
 
大腸菌ピルビン酸代謝に関わる転写因子 PdhRによる 
走化性受容体遺伝子発現調節 
 
REGULATION OF CHEMORECEPTOR GENE EXPRESSION IN ESCHERICHIA COLI 
BY THE TRANSCRIPTION FACTOR PDHR INVOLVED IN PYRUVATE METABOLISM 
 
川﨑 友芽乃 
Yumeno KAWASAKI 
指導教員 川岸 郁朗 
 
法政大学大学院理工学研究科生命機能学専攻生命機能領域修士課程 
 
Escherichia coli senses various chemicals and migrates toward more favorable environments, a property 
termed chemotaxis. Attractants and repellents are sensed by four methyl-accepting chemotaxis proteins 
(MCPs), i.e. Tsr, Tar, Trg and Tap. The gene encoding MCPs belongs to the flagellar regulon, and the 
transcription of the flagellar regulon is controlled by the master regulator FlhDC and the sigma factor FliA 
(28). However, some genes encoding flagellar proteins and MCPs are known to be regulated by additional 
transcription factors not belonging to flagellar regulon. A previous study identified factors that bind to the 
tar promoter. In this study, I focused on the transcription factor PdhR that regulates pyruvate metabolism to 
examine whether PdhR regulates the transcription of tsr as well as tar. I found that PdhR binds also to the 
tsr promoter region. I constructed GFP and mKate2 fusions to Tar and Tsr to monitor gene expression of 
these MCPs. The results demonstrate that both tsr and tar are positively controlled by PdhR. 
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１． 緒言 
さまざまな環境で生育する大腸菌は，必要な遺伝子を適
切なタイミングで発現させることで，環境に適応している．
一方，環境変化に対する最も速い応答の一つが走化性であ
る．走化性とは，外界からの様々な刺激物質を感知し，よ
り好ましい環境に移動することである．走化性において
刺激物質を受容するのは膜貫通型受容体 methyl-accepting 
chemotaxis proteins (MCPs)である．MCP には Tsr，Tar，Trg，
Tap の 4種類がある．この走化性応答を行うためには，そ
もそも走化性関連の遺伝子の発現が必要である．MCP を
コードする遺伝子は，べん毛の構築や回転に関与するタン
パク質をコードする遺伝子と共に一つのレギュロンを構
成している．べん毛レギュロンのプロモーターは 3つのク
ラスに分類され，Class I→Class II→Class IIIという転写誘
導の階層性がある．この階層性はべん毛構築・機能発現の
段階とよく対応している．走化性シグナル伝達に関与する
タンパク質の遺伝子群はすべて Class IIIプロモーターから
転写され，Class III プロモーターの転写には，Class II オペ
ロンにコードされるσ28が必須である．一方，べん毛レギ
ュロン内の遺伝子でも，レギュロン外の転写因子による調
節を受ける転写因子が見つかっている [1]．当研究室では，
tar プロモーター領域に特異的な結合能を示す転写因子の
スクリーニングを行った．同定された 9種類のうち，少な
くとも PdhR の遺伝子を欠失させるとスウォーム能とタン
ブル頻度に影響が見られた [2]．PdhR はピルビン酸制限
条件下において，pdh オペロンの転写を抑制すること [3] 
や好気呼吸に関わる蛋白質をコードする ndh，cyoABCDE
の転写を調節することが知られている [4]．このように，
PdhR は主要な代謝過程に関わる転写調節因子であるため，
大腸菌走化性受容体遺伝子の発現制御にも関与するので
はないかと予測した．まず，PdhR がセリン走性受容体遺
伝子 tsr の発現制御に関係するかどうか調べた．さらに，
細胞内における PdhRの tsr, tar遺伝子発現調節機構の解明
を試みた． 
 
２． 実験方法 
ゲルシフト法を応用した PS-TF (promoter specific 
transcription factor) Screening法を用いて，転写因子 PdhR
が tsrプロモーターに親和性を示すかどうか検証した．細
胞内での機能を解析するため，tsr, tar遺伝子に蛍光蛋白
質遺伝子を in frameで融合させた株，それらの pdhR欠失
株を構築した．異なる条件下で培養・回収し，蛍光強度
を指標に tsr, tarの発現レベルを測定した． 
３． 実験結果と考察 
(1) PdhR の tsr, tar プロモーターへの結合能 
精製転写因子がプロモーターDNAに in vitroで結合して
特異的複合体を形成する性質を利用し，複合体をゲル電気
泳動で分離するPS-TF screening法を用いて，転写因子PdhR
が tsr, tar プロモーター領域に特異的に結合するかどうか
調べた．その結果，PdhRは tsr, tarプロモーター領域両方
に結合した．また，PdhR 支配下遺伝子のインデューサー
であるピルビン酸を添加し，結合能の変化を調べた．その
結果，PdhRの tsr プロモーターへの結合能は，ピルビン酸
存在下で低下した（図 1a）．一方，tar プロモーターへの
結合に対するピルビン酸の影響は検出されなかった（図
1b）． 
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図 1 活性化・非活性化条件下における精製 PdhR の 
tsr (a)，tar (b)プロモーターへの結合 
 
(2) tsr, tar 発現量の測定 
上述の結果を踏まえ，PdhRの受容体遺伝子発現への関
与を in vivoで検証するため，tsr ,tar遺伝子に蛍光蛋白質
遺伝子を in frameで融合させた．GFP融合 Tsr，Tarが
セリン・アスパラギン酸受容体として機能すること，細
胞極に局在することを確認した（not shown）．さらに，
この系で tsr, tarの発現を正しくモニターできるかどうか
調べるため，プレートリーダーを用いて蛍光強度を測定
した．その結果，tsr-gfpの発現量は，tar-gfp  
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図 3 tsr-gfp，tar-gfp の発現量 
TG 培地(a)または M9+Glc 培地(b)で O.D.600 が約 0.3, 0.5
に達するまで培養し，蛍光強度を測定した．   
と比べて高かった（図 3）．この結果は，細胞内存在量は
Tsr の方が多い[5]というこれまでの知見と一致し，この実
験系の有用性を示している． 
(3) 転写因子 PdhR の tsr，tar 発現量への関与 
tsrと tarそれぞれの遺伝子に異なる色の蛍光蛋白質遺伝
子を融合し，染色体上から Tsr-mKate2, Tar-GFP が発現す
る株を構築し，さらに pdhR を欠失させた．両菌株をピル
ビン酸存在下・非存在下で培養し，プレートリーダーを用
いて蛍光強度を測定した（図 4）．その結果，pdhR欠失に
より tsr と tar の発現量が低下した．tar に比べて tsr の方
が pdhR 欠失の影響が大きかった．また，プラスミドから
pdhRを発現させると，発現量は回復した．tarの発現量は
野生株より上がった．これらのことより，tsrと tarの発現
は PdhR により正に制御されていると結論された．また，
本研究の実験条件ではピルビン酸の影響が見られなかっ
た．この原因として，培地にグルコースがあると細胞内で
ピルビン酸が生成されるため，ピルビン酸を加えたときと
細胞内ピルビン酸濃度に大きな差が生じなかった可能性
が考えられる． 
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図 4 tsr (a)と tar (b)の発現に対する pdhR 欠失の影響 
 
４． 結言 
本研究の一連の実験結果から，大腸菌ピルビン酸代謝に
関わる転写因子 PdhRが，主要走化性受容体遺伝子 tsr, tar
のプロモーターに結合し，それらの転写発現を正に制御す
ることが示された． 
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